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 ABSTRACT 

Background and Objectives High doses of ascorbic acid were investigated for their effect 

on the expression of major necroptosis pathway genes in HT-29 colon cancer cells.  
Subjects and Methods: HT-29 cells were cultured in DMEM-HG medium supplemented 

with 10% FBS and 1% Pen/Strep and incubated at 37°C with 5% CO2. After reaching 90% 

density, the cells were trypsinized and cultured in triplicate in 12-well culture plates at a 

concentration of 30,000 cells per well. The cells were divided into two groups: a control 

group receiving only basal culture medium and a test group that received 5 mM ascorbic acid 

for 3 h. After 24 h, the cell supernatant and the cell pellet were collected for further analysis. 

LDH activity was assessed using a kinetic assay, and the proportions of apoptosis and 

necrosis were calculated by flow cytometry. Gene expression analysis was performed using 

real-time PCR. Statistical analysis was performed using GraphPad Prism software version 8, 

with comparisons performed using a t-test. 
Results Microscopic images and flow cytometry results confirmed the induction of 

necroptosis by ascorbic acid. In addition, ascorbic acid treatment significantly increased key 

necroptosis gene expression and LDH activity.  
Conclusion High doses of ascorbic acid activate necroptosis in HT-29 cells. 
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Extended Abstract 
 

Introduction 

 
olorectal cancer (CRC) represents one of 

the most common malignancies and a 

leading cause of cancer-related mortality 

worldwide. Apoptosis may be considered 

the principal mechanism of elimination of the 

transformed cells. However, there are many cancer 

cells that have become resistant to apoptosis due to 

mutations in their genetics and epigenetics. 

Necroptosis can be defined as a particular form of 

programmed cell death. Under certain circumstances, 

necroptosis proves to be an efficient mechanism of 

elimination of the apoptosis-resistant cancer cells.  

High doses of ascorbic acid (AA) have gained 

scholarly attention due to their cytotoxic activity 

against cancerous cells. In prior research, including 

our own study, it was shown that pharmacological 

levels of AA cause cell death via apoptosis and 

suppression of angiogenesis-related signalling in HT-

29 CRC cells. Nonetheless, the role of necroptosis-

related pathways in the antitumor activity of AA is still 

poorly studied. Therefore, the current study aimed to 

assess the influence of high levels of AA on 

necroptosis-related signalling in HT-29 CRC cells. 

 
Methods 

The human colon cancer cells (HT-29) were acquired 

from the Iranian Biological Resource Center. The cells 

were grown in DMEM medium containing high glucose 

content along with 10% FBS (fetal bovine serum) and 1% 

penicillin-streptomycin solution. Cells were plated in 12-

well plates at a concentration of 3 × 10⁴ cells per well and 

left overnight for adhesion. Based on our previous dose-

response results, we decided to use a dose of 5 mM AA 

(half of the IC₅₀ obtained before) as a treatment dose. Cells 

were treated with AA for 3 h and then incubated with fresh 

medium for 24 h. The untreated cells were used as controls. 

The cell morphological changes were detected using a light 

microscope. Apoptosis was evaluated using Annexin V-

FITC/propidium iodide flow cytometry. Lactate 

dehydrogenase (LDH) enzyme activity was measured in 

cell supernatants as a marker of cell necrosis and 

membrane integrity. Extraction of total RNA was 

performed using TRIzol reagent. cDNA synthesis was 

performed. The quantification of the genes was evaluated 

by Real-time PCR. Relative expression levels of the genes 

were normalized to the GAPDH gene using the 2-ΔΔCt 

method. Statistical analysis was performed by Student’s t-

test, at a p < 0.05 significance level. 

 
 

Results  
Administration of a high dose of AA caused considerable 

changes in the morphology of HT-29 cells. As opposed to 

untreated controls, cells under treatment were characterized 

by low cellular density, poor colony formation capacity, lack 

of cell-cell adhesion, and morphological degradation. Flow 

cytometric analysis showed that 94.8% of cells in the control 

group retained their viability. However, exposure to 5 mM 

AA lowered the viability of cells to 74.8% and resulted in a 

considerable increase in cell death. Cells undergoing 

treatment exhibited 11.2% primary necrosis, 7.75% late 

apoptosis/secondary necrosis, and 6.31% early apoptosis. 

LDH activity was found to be significantly higher among the 

AA-exposed group relative to the control group (P < 

0.0001), indicating increased membrane damage and cell 

necrosis. Further examination through gene expression 

demonstrated that the necroptosis signalling pathway is 

significantly activated as well. Gene expression of RIPK1 

was significantly upregulated relative to untreated controls 

(P < 0.0001), alongside significant increases in RIPK3 and 

MLKL expression (P < 0.001). This concurrent upregulation 

of key necroptosis mediators suggests the activation of the 

classical RIPK1/RIPK3/MLKL pathway. 

 
Conclusion 

The current research shows that the application of high 

doses of AA stimulates the RIPK1/RIPK3/MLKL 

necroptosis signalling pathway in HT-29 CRC cells. The 

changes in morphology, high level of LDH activity, reduced 

cell viability, and increased expression of genes related to 

necroptosis are all clear evidence that necroptosis 

significantly affects the antitumor activity of AA. In other 

words, pharmacological AA could be considered a possible 

treatment for HT-29 CRC cells, especially those resistant to 

apoptosis. However, more research is needed in order to 

prove the efficiency of this method. 
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 1404 شهریور 9: افتیدر خیتار

 1404بهمن  1دریافت اصلاحات:  

 1404 بهمن 21: رشیپذ خیتار

 

 
 

 

 HT-29های های کلیدی مسیر نکروپتوز در سلولمطالعه به بررسی تأثیر دوز بالای اسید آسکوربیک بر بیان ژناین  :هدف و نهیزم

 سرطان کولون اختصاص یافت. 

کشت داده شدند و در شرایط دمای  Pen/Strep 1و % FBS 10حاوی % HG-DMEMدر محیط کشت  HT-29های سلول :یبررس روش

سلول در هر  30000تریپسینه شدند و با تراکم  %90ها پس از رسیدن به تراکم انکوبه شدند. سلول2CO 5گراد حاوی %درجۀ سانتی 37

د. گروه کنترل که تنها ها به دو گروه تقسیم شدنهای کشت دوازده خانه کشت داده شدند. سلولصورت سه بار تکرار در پلیتبهچاهک 

 24گرفت. پس از مولار قرار میمیلی 5ساعت تحت تیمار با اسید آسکوربیک  3مدت کرد و گروه تست که بهمحیط کشت پایه دریافت می

روش فلوسیتومتری و آوری شد. درصد آپوپتوز و نکروز بههای بعدی جمعها و رسوب سلولی جهت بررسیساعت محیط رویی سلول

استفاده از  صورت گرفت. تحلیل آماری با Real time PCRروش ها بهروش کینتیک انجام شد. آنالیز بیان ژنبه LDHگیری فعالیت اندازه

 انجام شد.  t-testو   graph pad prismافزارنرم 8ورژن 

علاوه، تیمار با اسید آسکوربیک تصاویر میکروسکوپی و نتایج فلوسیتومتری مؤید القای نکروپتوز توسط اسید آسکوربیک بودند. بهها: افتهی

  دار افزایش داده بود.طور معنیرا به LDHهای کلیدی نکروپتوز و فعالیت میزان بیان ژن

 مطرح باشد. HT- 29های ساز نکروپتوز در سلولعنوان عامل فعالتواند بهدوز بالای اسید آسکوربیک می :یریگجهینت

 

 . HT-29اسید آسکوربیک، نکروپتوز، سرطان کولون، ردۀ سلولی ها: دواژهیکل
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 مقدمه

شده و یک مکانیسم دفاعی ریزینکروپتوز یک نوع مرگ سلولی برنامه
 . معمولا کندمی مسیر پشتیبان آپوپتوز عمل عنوانبهسلول است که 

ویروسی و یا های شدید سلولی، عفونتهای نکروپتوز در پاسخ به استرس
 ژنتیکیهای اثر جهشبردر زمان انسداد مسیر وابسته به کاسپاز آپوپتوز 

. استرس شدید اکسیداتیو، ایسکمی و ریپرفیوژن نیز از عوامل شودمی فعال
. (1)روند می شمارهنرمال بهای مسیر نکروپتوز در سلول سازیفعالمهم 
تورم  زآنجاکه نکروپتوز یک مسیر التهابی است که در نهایت منجر بهولی ا
، شودمی یالتهاب یفاکتورهاشدن پلاسما و آزاد یغشا یپارگ ،یسلول

کنترل دقیق نکروپتوز مجهز هستند تا از های نرمال به سیستمهای سلول
 .عوارض التهاب ناخواسته و نکروز بافتی در امان بمانند

و مسیرهای  TNFR1های مرگ مانند توسط گیرندهنکروپتوز  فرایند
 .شودمیآغاز  RIPK3و  RIPK1دست آن مانند سیگنالینگ پایین

RIPK3 یدیکل نیپروتئ MLKL اتصال کندمی را فسفریله و فعال .
MLKL در غشای پلاسما یتشکیل منافذیی سبب به غشای پلاسما 

محتوای سلولی به فضای شدن که تورم سلول، پارگی غشا و آزاد شودمی
دارد. آزادسازی محتویات سلول و فاکتورهای  دنبالبهرا خارج سلولی 

مورد نظر و حذف  ۀی سیستم ایمنی در ناحیسازفعالالتهابی منجر به 
 .(2)دیده خواهد شد آسیبهای سلول

نکروپتوز در  ریمس یسازفعال یوجوجستدر  یادیز محققانامروزه 
درمان  ۀمقاوم به آپوپتوز و توسع یسرطانهای بردن سلولنیجهت ازب

 عبارتبه. کندمیروپتوز یک نقش دوگانه در سرطان ایفا نکسرطان هستند. 
 سازفعالمهارکننده یا  عنوانبهد توانمی بسته به شرایط  نکروپتوز بهتر،

با مهار کاسپازها از  ی سرطانیهاسلولبسیاری از  تومور مطرح باشد.
یک  عنوانبهد توانمی . در این شرایط نکروپتوز فعالکنندمی آپوپتوز فرار

عمل کند. ازطرفی التهاب  هاسلولسیر جایگزین برای القای مرگ در این م
ناشی از نکروپتوز ممکن است در برخی موارد به ایجاد ریزمحیطی کمک 

اند که . برخی تحقیقات نشان دادهکندمیکند که رشد تومور را تسهیل 
نکروپتوز ممکن است با آزادسازی  ازطریقی تومور هاسلولمرگ 

 .کنندمیی همراه باشد که متاستاز را تسهیل فاکتورهای
مقاومت ی سرطانی از مسیر نکروپتوز برای هاسلول نیز در برخی شرایط

لذا کنترل دقیق  .کنندمی ی استاندارد استفادههادرمان نسبت به
سرطانی از های نکروپتوز در سلول ۀکنندسلولی تنظیمهای مکانیسم

نکروپتوز و آپوپتوز  دهدمیشواهد نشان . (3) ای برخوردار استاهمیت ویژه
 یهاسلولدر  یمتوال ای زمانهم صورتبه ندتوانمی )وابسته به کاسپاز(

 یتریقو یاثرات ضدتومور دتوانمی یهمکار نیفعال شوند و ا یسرطان
 یجزئ طوربه آپوپتوز یرهایکه مس یطیدر شرا یشترب دهیپد نیکند. ا جادیا

 .مشاهده استقابل یبیترک یهادرماندر پاسخ به  او یاند مهار شده
های آپوپتوز با مهارکننده ۀترکیب داروهای القاکنند از محققانبرخی 

 . این استراتژیاندآپوپتوز و نکروز استفاده کرده زمانهم یجهت القا کاسپاز

سرطان مفید  بیماران مبتلا به مقاومت به درمان درد برای غلبه بر توانمی
کلیدی مسیرنکروپتوز را های پروتئینطبق تجربه، تومورهایی که  باشد.

 نکروپتوز پاسخ بهتری ۀبه داروهای القاکنند، کنندمی بیان خوبیبه
با ایمونوتراپی جهت حذف  زمانهم ۀبرخی مطالعات نیز بر استفاد هند.دمی

نکروپتوز جهت افزایش اثربخشی نکروپتوز در حذف عوارض التهابی 
سوییچ اصلی انتخابگر مسیر  ۸ کاسپاز دارند. تأکیدسرطانی های سلول

مسیر آپوپتوز  سازیفعالکلید  ۸ کاسپازرود. می شمارهآپوپتوز یا نکروپتوز ب
نکروپتوز شدن از فعال RIPK3و  RIPK1با شکستن است که 

 .کندمی یریجلوگ
 ۸ کاسپاز بیان ۀکنندژنتیکی سرکوبهای سرطانی، جهشهای در سلول
های یافته .(4)دهند می نکروپتوز سوق سازیفعال سمتبهتعادل را 

در برخی انواع لوسمی یا ملانوما مهار  دهدمی مطالعات پیشین نشان
. (5) آپوپتوز خواهد شد جایبهسبب انتخاب نکروپتوز  ۸کاسپاز انتخابی 

 SMACدرمانی وز بالی داروهای شیمیطبق تحقیقات ترکیب د

mimetic (6) کندمی کاسپاز نکروپتوز را فعالهای با مهارکننده .
دو مسیر  کاسپاز هر ۀدوز پایین این داروها در ترکیب با مهارکنند کهدرحالی

-Z-VAD. همچنین کاربرد (7)آپوپتوز و نکروز را فعال خواهد ساخت 

FMK  وTNF-α های در سلولMCF-7  سرطان پستان با کمبود
. طبق تحقیقات (۸) کندمی دو مسیر آپوپتوز و نکروز را فعال ، هر3کاسپاز 

د توانمی یک عامل پرواکسیدانی عنوانبه اسید آسکوربیکپیشین 
 باشد.  ROSتولید  ۀکنندفعال

سرطانی بدلیل متابولیسم بال غلظت بالیی از مواد های سلول
نسبت به افزایش غلظت ها . لذا این سلولکنندمی اکسیدکننده تولید

ROS از این جهت، اسید  .نرمال هستندهای سلولتر از حساس
 . (9) شودمی سرطانی محسوبهای آسکوربیک القاگر آپوپتوز سلول
سرطانی با ی هااند در شرایطی که سلولبرخی مطالعات پیشنهاد کرده

 دهند، کاربرد اسید آسکوربیکمی مهار آپوپتوز مقاومت به درمان نشان
. (9)باشد  ها مؤثرد ازطریق القای نکروپتوز در مرگ این سلولتوانمی

هر  زمانهمد توانمی برخی شواهد موجودند که اسید آسکوربیکهمچنین 
نسبت به  نرمالهای سلول. (10) مسیر آپوپتوز و نکروپتوز را فعال کند دو

که همین دوز برای  هستند در صورتی ایمن دوز بالی اسید آسکوربیک
. لذا اسید آسکوربیک شودمی دوز کشنده محسوب یسرطان یهاسلول

سرطان و جایگزینی جهت  ۀدرمان فاقد عوارض ثانوی عنوانبه
 .(11) ستدرمانی مطرح اشیمی

د با القای تواناسید آسکوربیک میقبلی ما نشان داد که دوز بالی  ۀمطالع
های سلول مانیزندهآنژیوژنز سبب مهار رشد و  زمانهمآپوپتوز و مهار 

HT-29 ما را بر آن  ،قبلی ۀمطالعهای . یافته(12) سرطان کولون شود
آسکوربیک را بر القای نکروپتوز احتمالی دوز بالی اسد  تأثیرداشت که 

بیان  سازیفعالنیز مورد بررسی قرار دهیم. لذا این تحقیق به بررسی 
در معرض  HT-29های کلیدی مسیر نکروپتوز در سلولهای پروتئین

 غلظت بالی اسید آسکوربیک اختصاص یافت.
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 یروش بررس
 

 کشت سلولی
بخشی از طرح تحقیقاتی مصوب دانشگاه علوم پزشکی جندی  مقالۀ حاضر

و کد اخلاق RDC-9804 شاپور اهواز با کد تصویب 
IR.AJUMS.REC.1398.606 سرطان کولون های . سلولاست

( از بانک سلولی مرکز ملی IBRC C10097)کد:  HT-29 ۀانسانی رد
در شرایط کشت های در فلاسکها ذخایر ژنتیکی ایران تهیه شدند. سلول

نگهداری شدند. محیط  2CO 5%و  گراددرجۀ سانتی 37استریل و دمای 
 %90شد. پس از ایجاد تراکم می بار تعویضکشت سلولی هر دو روز یک

-DMEM پاساژ داده شدند. محیط کشت سلولی مورد استفادهها سلول

HG  10)بیوآیدیا، ایران( حاوی% FBS (کایآمر گما،یس)  1و% 
Pen/Strep ( .بود )سیگما، آمریکا 

 هاتیمار سلول
با کاربرد تریپسین  HT-29های ، سلول%90تا  ۸0پس از ایجاد تراکم 

زنده های جداسازی شدند. تعداد سلولها از فلاسک (کایآمر گما،ی)س 0.25%
سلول در هر هزار 30با کاربرد تریپان بلو )سیگما، آمریکا( تعیین شد. تعداد 

 ساعت در شرایط 24 مدتبهخانه کشت داده شده و  12چاهک پلیت کشت 
انکوبه شدند. با توجه به اینکه در  2CO %5و  گراددرجۀ سانتی 37 یدما

 مؤثر IC50 عنوانبهر اسید آسکوربیک مولمیلی 10تحقیق قبلی ما دوز 
ر مولمیلی 5 دوز مطالعۀ حاضر، در (12)در القای آپوپتوز تعیین شده بود 

 آن انتخاب شد. مؤثردوز  عنوانبه( IC50/2)  اسید آسکوربیک
 5ساعت با محلول  3 مدتها بهمحیط کشت رویی تخلیه شد و سلول

انکوبه شدند. پس از این مدت،  (کایآمر گما،ی)سر اسید آسکوربیک مولمیلی
 مجددااها اسید آسکوربیک با محیط کشت سلولی جایگزین شد و سلول

 2OC 5% و گراددرجۀ سانتی 37 یدما طیدر شراساعت  24 مدتبه

پلیت های گروه کنترل با همان تراکم در چاهکهای نگهداری شدند. سلول
تیماری، های خانه کشت داده شدند و در تمام مدت انکوباسیون سلول 12

بعدی محیط کشت  ۀتنها در مجاورت محیط کشت قرار داشتند. در مرحل
با کاربرد تریپسین جداسازی شدند و ها و فریز شد. سلول آوریجمعسلولی 

 ۸0در فریزر منهای ها میزان بیان ژن گیریاندازهرسوب سلولی تا زمان 
 نگهداری شد.  گراددرجۀ سانتی

 فلوسیتومتری
هر دو گروه در ابتدا های منظور تشخیص میزان آپوپتوز و نکروز، سلولبه

شو وسرد شست( رانیا ا،یدیوآی)ب PBSسه بار با ها تریپسینه شدند. سلول
در بافر آنکسین  لیترمیلیسلول در  710با غلظت ها داده شدند. سپس سلول

میکرولیتر از این سوسپانسیون به میکروتیوب تمیز  100غوطه ور شدند. 
 10میکرولیتر آنکسین و سپس  5متوالی ابتدا  صورتبهمنتقل شد و 

میکرولیتر پروپیوم یدات به آن اضافه شد. میکروتیوب به ملایمت ورتکس 
 400دقیقه در تاریکی در دمای اطاق انکوبه شد. سپس  15 مدتبهشد و 

به آن افزوده و نمونه  Annexin binding bufferمیکرولیتر محلول 

 . داده شددر دستگاه فلوسیتومتر قرار 

 LDHفعالیت  گیریاندازه
ساخت ایران  9720از کیت پارس آزمون  LDHی جهت تعیین کمّ

استفاده شد. اساس واکنش از نوع کینتیک و طبق تبدیل اسید لکتیک به 
 ،بود. برای شروع 2NADHبه  NAD+ زمانهماسید پیروویک و احیای 

مخلوط شد.  NADHحجم از بافر فسفات پیروات با یک حجم از بافر  4
گروه کنترل یا تست با یک های میکرولیتر از مایع رویی سلول 10سپس 

و  ،2، 1از مخلوط دو بافر اولیه میکس شد و جذب نوری آن پس  لیترمیلی
 ۀشد. در مرحل گیریاندازهنانومتر با اسپکترفوتومتر  340دقیقه در طول موج  3

 ضرب شد.  16030عدد ثابت  بعد میانگین سه جذب نوری محاسبه شده و در

 RNAروش استخراج 

RNA گروه کنترل با کاربرد معرف های تیمارشده و سلولهای سلول
ترایزول )اینویتروژن، آمریکا( مطابق پروتکل شرکت سازنده استخراج شد. 

شده با استفاده از نانودراپ )ترموفیشر، استخراج RNAغلظت و کیفیت 
 عنوانبه 2تا  1.۸بین  OD 2۸0/260 دارایهای RNAآمریکا( تعیین شد. 

RNA  .دارای کیفیت مطلوب انتخاب شدند 

 cDNAسنتز 

cDNA  میکرولیتر و با کاربرد غلظت یک میکروگرم از  20در حجم
RNA و پرایمر Oligo dt  با کاربرد کیت فرمنتاز )آمریکا( طبق پروتکل

 کیت سنتز شد.
Real time PCR 

 Real timeآورده شده است.  1در جدول  توالی پرایمرهای کاربردی

PCR  2با کاربرد مستر میکسx  25سایبر گرین )تاکارا، ژاپن( و در حجم 
 5/0میکرولیتر مستر میکس،  5/12 میکرولیتر انجام شد. هر واکنش شامل

)با غلظت  Reverse و Forwardیک از پرایمرهای  میکرولیتر از هر
 ۀو آب مقطر دیونیزه بود. برنام cDNAنانوگرم  300نانو مولر(،  200

و سپس  گراددرجۀ سانتی 95دقیقه دناتوراسیون در  5حرارتی عبارت بود از 
 گراددرجۀ سانتی 94ثانیه حرارت  20سیکل حرارتی که هر سیکل شامل  45

 بود.  گراددرجۀ سانتی 60ثانیه حرارت  30و سپس 
و  cDNAنفی بدون کنترل منفی شامل یک نمونه کنترل مهای نمونه

 Stepیک نمونه کنترل منفی بدون پرایمر بودند. واکنش تکثیر در دستگاه 

one plus thermos cycler  ساخت آمریکا انجام شد. میزان بیان
نرمالیزه شد و با استفاده از فرمول  GAPDHنسبت به ژن کالیبراتور ها ژن

 CTΔΔ-2 .محاسبه شد 

 

 هاافتهی

 

 اسید آسکوربیک بر مورفولوژی سلولی تأثیر
( در A 1) شکل  اسید آسکوربیکتحت تیمار با  HT29های سلول

( از تراکم و چسبندگی B 1گروه کنترل ) شکل های مقایسه با سلول
طور بهکمتری برخوردار بودند و توانایی تجمع و تشکیل کلون نیز در آنها 
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 (.1توجهی کاهش یافته بود )شکل قابل
کشت  تیپل سلول در هر چاهک هزار30تعداد  به HT-29 یهاسلول

 ۀدرج 37 یدما طیساعت در شرا 24مدت خانه کشت داده شده و به 12
گروه تست  یها. سلول)A,B(انکوبه شدند  2CO 5و % گرادیسانت

( کایمرآ گما،ی)س کیآسکورب دیر اسمولیلیم 5ساعت با محلول  3مدت به
 یهاونکل تعداد کاهش سبب کیآسکورب دیاس با ماریت. (B)انکوبه شدند 

 (.x 100: یینمابزرگ) شد هاسلول یمورفولوژ رییتغ و زنده یهاسلول

مقایسۀ میزان آپوپتوز و نکروز پس از مواجهۀ سلولی با 

 اسید آسکوربیک
با اسید  نشان داد که مواجهه PIنتایج تست فلوسیتومتری با آنکسین و 

 HT29های زمان نکروز و آپوپتوز در سلولآسکوربیک سبب القای هم
 (.2شود )شکل می

مال در حالت نر HT29 یهاسلول از %۸/94 یتومتریفلوس جینتا مطابق
 تیجمع مولریلیم 5 کیآسکورب دیاس ریتأث کهیدرحال( Aزنده هستند )

 نکروز %2/11 جادیا سبب و داد اهشک %۸/74را به  زنده یهاسلول
( B) شد هیاول آپوپتوز%  31/6)نکروز( و  ررسی% آپوپتوز د 75/7 خالص،

(05/0 >*P001/0 ؛>***P.)  

 LDHتأثیر اسید آسکوربیک بر فعالیت 
مولر فعالیت آنزیم میلی 5با اسید آسکوربیک  HT29های تیمار سلول

LDH طور معنیرا نسبت به گروه کنترل به( 0001/0دار افزایش داد>P )
 (.3)شکل 

 شیسبب افزا مولریلیم 5 کیآسکورب دیاسبا  HT29 یهاسلول ماریت
سه بار تکرار  صورتبه شینسبت به گروه کنترل شد. آزما LDH تیفعال

 (.P***<001/0انجام شد )

 نکروپتوز یدیهای کلژن انیبر ب کیآسکورب دیاس اتتأثیر
مولر سبب میلی 5 کیآسکورب دیبا اس HT-29های سلول ماریت
 جینکروپتوز شد. نتا شبردیمؤثر در پ یدیهای کلژن انیدار بمعنی شیافزا
های ژن کیآسکورب دیشده با اسماریهای تاز آن بود که سلول یحاک

RIPK1, RIPK3, MLKL  دار بالتر از گروه صورت معنیبهرا
 نیبنابرا(. P<0001/0؛ P<001/0؛ P<0010/0) کنندمی انیکنترل ب

-HTهای نکروپتوز در سلول ۀعنوان القاکنندتواند بهمی کیآسکورب دیاس

 (.4مطرح باشد )شکل  29
 HT-29 یهادر سلول RIPK1, RIPK3 ،MLK یهاژن انیب

با گروه  سهیر در مقامولیلیم 5 کیآسکورب دیبا اس ماریساعت ت 3پس از 
شده است.  یریگاندازه Real time PCRها با روش ژن انیکنترل. ب

 ؛P***< 001/0اند )انجام شده تکرارصورت سه بار به شاتیآزما یتمام
0001/0>****P.) 

 
 

 
 

 تأثیر تیمار با اسید آسکوربیک بر مورفولوژی سلول. 1شکل 
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 تأثیر تیمار با اسید آسکوربیک بر ایجاد آپوپتوز و نکروز. 2شکل 

 

 
 LDHتأثیر تیمار با اسید آسکوربیک بر فعالیت . 3شکل 

 
 

 

 

 درصد آپوپتوز ثانویه درصد آپوپتوز اولیه درصد نکروز درصد سلول زنده 

۸/94 گروه کنترل  74/4  27/0  21/0  

75/7 ***6/63 *11/2 *74/۸ گروه تست *** 
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 های مرتبط با نکروپتوزژن انیبتأثیر تیمار با اسید آسکوربیک بر  .4شکل 

 
 

 

 بحث
 

دنبال مسیر قطعی درمان دیرزمانی است که محققان در سراسر جهان به
مقابله با انواع سرطان هستند. در حالت نرمال بدن، آپوپتوز مسیر اصلی 

شود. متأسفانه در شرایط های سرطانی محسوب میپیدایش و تکثیر سلول
های بدن توانایی انجام آپوپتوز های ژنتیکی، برخی سلولخاص براثر جهش

عنوان یک سازی مسیر نکروپتوز بهدهند. در این شرایط فعالرا از دست می
و جلوگیری از  یافتههای جهشتواند در حذف سلولمکانیسم جبرانی می

علت پیشرفت سرطان مثمر ثمر وافع شود. معمولا وقتی که مسیر آپوپتوز به
صورت بهشود، نکروپتوز غیرفعال می ۸سازی کاسپاز ازکارافتادن فعال
دهد برخی ترکیبات نتایج تحقیقات پیشین نشان می شود.جبرانی فعال می

زمان آپوپتوز و صورت همبهدرمانی قادرند عنوان داروی شیمیکاربردی به
( و Diaoئو ). نتایج تحقیقات دیا(14. 13) سازی کنندنکروپتوز را فعال

د با توانمی Paclitaxelدرمانی همکاران نشان داد که داروی شیمی
های سرطانی ریۀ نکروپتوز را در سلول RIPK3و  RIPK1سازی فعال
 طبق و همکاران( Liaoۀ لیائو )در مطالع. (15. 14) کند فعال A549ردۀ 

 ،LDH تیگیری فعالو اندازه یتومتریهای حاصل از فلوسافتهی
paclitaxel  در مراحلG2/M اندازی هر دو چرخۀ سلولی سبب راه

 .(16)شود لوسمی می U937های مسیر آپوپتوز و نکروپتوز در سلول
( و همکاران نشان داد که در شرایط LingHuمطالعۀ لینگهو )

گلیوبلاستوما،  U373یا  U87های شدن مسیر آپوپتوز در سلولمختل
Bufalin  سازی تواند با فعالمیTNF-α  و در نهایتRIPK1  مسیر
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 .(17)اندازی کند یگزین راهعنوان یک مسیر جانکروپتوز را به
دلیل واکنش فنتون و اسید آسکوربیک در دوزهای فارماکولوژیک آن به

-ADPتواند سبب تولید پلی های آزاد هیدروکسیل میتولید رادیکال

ribose شده و با تخلیۀ ذخیرۀ  1مراز پلیATP  سلول موجبات آسیب
DNA های سرطانی را فراهم کند. شواهدی وجود دارد و تخریب سلول

بر آپوپتوز دهند اسید آسکوربیک در دوزهای بال علاوهکه نشان می
( و Baek. بِک )(17)کنندۀ مسیر نکروپتوز هم باشد تواند فعالمی

سرطان حنجره  Hep2های همکاران تأثیر اسید آسکوربیک را بر سلول
نشان دادند. نتایج مطالعۀ ایشان نشان داد اسید آسکوربیک بدون اینکه 

، ROSسازی کاسپازها شود ازطریق مسیرهای وابسته به تولید سبب فعال
و سیگنالینگ وابسته به کلسیم سیتوزولی سبب القای  PKCسازی فعال

 .(1۸)گردد نکروز می
تواند مولر اسید آسکوربیک میمیلی 5تحقیقات قبلی ما نشان داد دوز 

شود، فرایند آپوپتوز را  HT-29 هایدر سلول ROSسبب افزایش تولید 
ها از پرولیفراسیون زمان آنژیوژنز در این سلولتحریک کند و با مهار هم

بر  ما نیز حاضرتحقیق  جینتا . تحلیل(19. 12)عمل آورد آنها ممانعت به
با اسید  HT-29های سلول ۀنکروپتوز پس از مواجه ریمس یسازفعال

عنوان عامل لذا دوز بالی اسید آسکوربیک بهآسکوربیک دللت دارند. 
 HT-29های زمان هر دو مسیر آپوپتوز و نکروپتوز در سلولساز همفعال

 شود.مطرح می
( و همکاران در تحقیقی جامع به بررسی تأثیرات Chenچن )

های مختلف بر انواع های مختلف اسید آسکوربیک در زمانغلظت
مانی انواع های سرطانی و نرمال پرداختند. در این تحقیق میزان زندهسلول
داری نشان ل پس از تأثیر اسید آسکوربیک هیچ تغییر معنیهای نرماسلول

مانی که همین دوز از اسید آسکوربیک سبب کاهش زندهنداد، درحالی
های سرطانی شد. نکته جالب توجه این بود که میزان تأثیر اسید سلول

های مختلف سلولی سرطانی با یکدیگر متفاوت مانی ردهآسکوربیک بر زنده
اهیت سلولی متفاوت بود. در بخش دیگری از این مطالعه بود و بنابر م

محققان تأثیر دوزهای مختلف اسید آسکوربیک را بر ردۀ سلول سرطانی 
صورت بهلنفو بورکیت بررسی کردند و متوجه شدند که درصد مرگ سلولی 

دار افزایش طور معنیوابسته به دوز اسید آسکوربیک در دوزهای بالتر به
های پایین اسید آسکوربیک مرگ سلولی را ازطریق آپوپتوز یابد. دوزمی

که با افزایش غلظت اسید آسکوربیک کرد، درحالیاولیه و یا ثانویه القا می
 5یافت. در غلظت مولر به بال درصد نکروز افزایش میمیلی 5/0از 

مولر اسید آسکوربیک نکروز عامل عمدۀ مرگ سلولی محسوب میلی
ها مولر به سلولمیلی 2بعدی تحقیق اسید آسکوربیک شد. در بخش می

ها مواجه شد. سپس درصد مرگ سلولی اضافه شد و یک ساعت با سلول
صورت وابسته به زمان پس از مواجهه محاسبه شد. در این حالت نیز با به

ساعت پس  6 نکروزگذشت زمان مرتب بر میزان مرگ سلولی اضافه شد. 
تدریج جایگزین آپوپتوز گردید، از مواجهه شروع شد و با گذشت زمان به

ها از سلول %90ساعت پس از مواجهه بیش از  22که در زمان  طوریبه

دچار مرگ شده بودند و نکروز عامل اصلی مرگ بود. نتایج این تحقیق 
در دوزهای  مشابه با نتایج تحقیق ما حاکی از آن است که اسید آسکوربیک

 .(11)های سرطانی باشد تواند عامل نکروز سلولبال می
مطالعات متعددی تأثیرات درمانی اسید آسکوربیک را بر درمان سرطان 

های علاوه، نتایج کارآزماییاند. بهدر حیوانات آزمایشگاهی تأیید کرده
د نقش مفید اسید آسکوربیک در کنترل پیشرفت سرطان بالینی نیز مؤی

 هستند.
زمان در مجموع، با درنظرگرفتن نقش مؤثر اسید آسکوربیک در القای هم

های سرطانی، و تأکید مقالت علمی پیشین بر آپوپتوز و نکروز در سلول
عنوان های نرمال، این ویتامین بهعدم سمیت اسید آسکوربیک در سلول

شود بی جهت کمک به درمان پیشرفت سرطان محسوب میگزینۀ مناس
. گرچه کاربرد صحیح این ویتامین در درمان و مهار سرطان، نیازمند (16)

تعیین دوز دقیق کاربردی و انجام مطالعات گستردۀ بالینی جهت اطمینان 
های جتناب از بروز عوارض ثانویه مصرف بر سلولاز عملکرد دقیق و ا

 نرمال بدن انسان است.

 

 گیرینتیجه

تواند نتایج طرح حاضر نشان داد که اسید آسکوربیک در دوز بال می
سرطان کولون  HT29های عامل مؤثری در القای نکروپتوز در سلول
آمده توسط تیم تحقیقاتی دستباشد. تلفیق نتایج این طرح با نتایج قبلی به

زمان آپوپتوز و نکروپتوز ساز همدهد که اسید آسکوربیک فعالما نشان می
تواند اثرات شود. القای نکروپتوز میمحسوب می HT29های در سلول

تقویت  HT29های سرطان کولون آپوپتوز را در جهت مهار رشد سلول
های گسترش سلول کند. لذا اسید آسکوربیک گزینه مناسبی جهت کنترل

HT29 های این مطالعه عدم بررسی شود. یکی از محدودیتمحسوب می
های اختصاصی مسیر نکروپتوز حین افزایش اسید اثرات مهارکننده

براین، تعیین احتمال کاربرد اسید آسکوربیک آسکوربیک است. افزون
عنوان داروی مکمل در مهار رشد تومورهای سرطان کولون مستلزم به
 صورت گسترده است. بهجام آزمایشات درون تن و بالینی تکمیلی ان

 

 ملاحظات اخلاقی

 پیروی از اصول اخلاق پژوهش

مصوب  RDC-9804مقالۀ حاضر برگرفته از طرح تحقیقاتی شمارۀ 
مرکز تحقیقات گوارش دانشگاه علوم پزشکی جندی شاپور اهواز است. 
مراحل عملی کار در مرکز تحقیقات سلولی مولکولی دانشگاه علوم پزشکی 

 اند. جندی شاپور اهواز انجام شده
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 یمال یحام

دانشگاه نویسندگان مراتب تقدیر و تشکر از معاونت محترم پژوهشی 
را بابت تصویب و تأمین بودجه ابراز  شاپور اهواز یجند یعلوم پزشک

 دارند.می

 

 مشارکت نویسندگان
 یمطالعه را بر عهده داشت. جستجو یو طراح یطرح مفهوم ریدا انید

انجام  یکیاشک یشوکت زهراو   ریدا انیها توسط دمنابع و استخراج داده
اجرا  عیسم یعباس کوثرتوسط  هاشیآزما یاتیکه مراحل عمل یشد، در حال

 هیاول سینوشیصورت گرفت. پ ریدا انیدها توسط داده لی. تحلدیگرد
 ینوشته شد. تمام یکیاشک یشوکت زهراو  ریدا انیدمقاله توسط 

 ریدا انیدکردند.  دییو تأ ینیاز انتشار، بازب شیرا پ یینسخه نها سندگانینو
مطالعه  یهاداده یکامل به تمام یپژوهش، دسترس نیبه عنوان ضامن ا

را  هالیها و دقت تحلداده یکپارچگیصحت و  تیکرده و مسئول دییرا تأ
 .ردیگیبر عهده م

 

 تعارض منافع

 گونه تضاد منافعی وجود ندارد.نمایند که هیچتمامی نویسندگان تأیید می

 

 تشکر و قدردانی
دانشگاه علوم از ریاست و پرسنل محترم مرکز تحقیقات سلولی مولکولی 

گزاری اهواز بابت همکاری در اجرای پروژه سپاس شاپور یجند یپزشک
 شود.می
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